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(57) Abstract: A flow chamber (1), made from plastic as object support for light microscopy investigations, comprises at least one 
channel (4) with a width of 0.01-20.0 mm and a height of 0.01 -5 mm in a base plate (2). A fluid reservoir (3, 3') is connected to 
the inlet and outlet opening (6, 6') of the channel generating a communicating system. The base and/or lid of said chamber is made 
from high optical quality plastic and can be functional] sed. The inlet and outlet regions of the channel are embodied with a bevelling 
00 0) of the channel edges, or a surface treatment, such that no drops are formed and thus no restriction of flow occurs. In a method 
00 for sample preparation for light microscopy investigations a sample flow through a system of communicating tubes is generated, in 
^ which a reservoir of a solution containing the sample is connected by means of a thin line to at least one further reservoir and the fill 
^1 levels of the reservoirs are different at the beginning of the investigation. 

© 

fC) (57) Zusammenfassung: Eine Flusskammer (1) aus Kunststoff als Objekttrager fur licht-mikroskopische Untersuchungen weist in 
© einer Grundplatte (2) wenigstens einen Kanal (4) mit einer Breite von 0,01 -20,0 mm und einer Hfihe von 0,01 -5 mm auf. An der Ein- 

Ound Ausgangsdffnung (6, 6') des Kanals ist jeweils ein Flussigkeitsrescrvoir (3, 3') angeschlossen, wodurch ein kommunizierendes 
System entsteht. Der Boden 

[Fortsetzung auf der nachsten Seite] 
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und/oder Deckel dieser Kammer ist aus optisch hochwertigcm Kunststoff und kann funktionalisiert sein. Die Ein- und Ausgangs- 
bereiche des Kanals konnen durch eine Abrundung (7) der Kanalkanten oder eine Oberflachcnbehandlung derail ausgebildet sein, 
dass es zu keiner Tropfenbildung und somit zu keiner Behinderung des Flusses kommt. Bei einem Verfahren zur Probenprapara- 
tion fur lichtmikroskopische Untersuchungen wird ein Probenfluss durch ein System kommunizierender Rohren erzeugt, indem ein 
Reservoir einer Losung mit der Probe iiber einen diinnen Kanal mit wenigstens einem weiteren Reservoir verbunden und der Fiill- 
stand der Reservoire zu Beginn der Untersuchung unterschiedlich ist. 
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Flusskammer 
Gebiet der Erfindung 

Die vorliegende Erfindung betrifft eine Flusskammer fur lichtmikroskopische und licht- 
spektroskopische Untersuchungen nach dem Oberbegriff des Anspruchs 1 und ein Ver- 
fahren zur ProbenprSparation fur lichtmikroskopische Untersuchungen nach Anspruch 
16. 

Insbesondere betrifft die Erfindung eine Flusskammer mit der sowohl bewegliche als 
auch immobilisierte MolekQIe, Makromolekule oderZellen mit verschiedenen licht- 
mikroskopischen sowie spektroskopischen Techniken (z.B. hochauflosende Mikroskopie, 
Fluoreszenzmikroskopie, Phasenkontrastmikroskopie, konfokale Mikroskopie, etc.) unter- 
sucht werden konnen. 

Stand der Technik 

Objekttrager und Probenschalen fur zu untersuchende Proben werdeh bei den verschie- 
densten Untersuchungsmethoden eingesetzt und mussen daher vielen unterschiedlichen 
Anforderungen genugen. Beispielsweise werden viele biologisch-medizinische Untersu- 
chungen mit Hilfe von lichtmikroskopischen und/oder spektroskopischen Techniken 
durchgefuhrt. Neben der reinen Lichtmikroskopie (z.B. zur Zelluntersuchung) werden im- 
mer ofter Methoden der Hochauflosenden-, Fluoreszenz-, Phasenkontrast- Oder der 
Konfokalen-Mikroskopie sowie der UV-Spektroskopie verwendet. Auch werden Kombina- 
tionen dieser Methoden eingesetzt. Insbesondere die Analyse von Fluoreszenzsignalen 
ist von entscheidender Bedeutung, urn spezifische Reaktionen nachzuweisen. 

Dies geschieht zumeist uber die qualitative Analyse der Fluoreszenz einer Losung wel- 
che die zu untersuchenden MolekQIe, MakromolekQIe oder Zellen enthalt (z.B. via Mikro- 
skopie Oder Spektroskopie). Dabei befinden sich sowohl die zu untersuchende Substanz, 
als auch ^NachweismolekQIe' fur diese Substanzen, wie z.B. Antikorper, in Losung. Dies 
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fuhrt dazu, dass sowohl verhaitnismallig grolie Mengen der nachzuweisenden Molekule 
als auch der zu untersuchenden Substanz (oder Zellen) verwendet werden mussen. 

Die fur derartige Untersuchungen verwendeten Probenkammern, in denen sich die Lo- 
sung mit den Substanzen befindetn, sind zumeist aus Glas oder Quarzglas. Kunststoff- 
behaitnisse werden, wegen der schlechten optischen Eigenschaft der meisten Kunst- 
stoffe (im Vergleich zu Glas), for diese Art der Untersuchungen kaum verwendet Aus- 
nahmen bilden Kunststoffschalen, die zum Mikroskop oder Spektrometer hin offen sind, 
so dass das vom Molekul emittierte Licht keinen Kunststoff auf seinem Weg zum Detektor 
hin durchlaufen muss. 

Aus der DE 3102571 A1 ist beispielsweise eine Petrischale bekannt, die aus Kunststoff 
besteht und einen dOnnen Boden von 0,17 mm fur die Mikroskopie aufweist. Diese wird 
insbesondere far die Zellmikroskopie verwendet, weist jedoch kein Durchfiusssystem auf. 
Sie besitzt auch kein Kanalsystem oder Resorvoire, urn einen definierten Fluss anzule- 
gen. Auch sind bei dieser Schale keine speziellen, auf die zu untersuchenden Substan- 
zen abgestimmte Modifikationen des Kunststoffes vorgesehen. 

Aus der US 5170286 ist eine Beobachtungskammer fur Mikroskopie in Verbindung mit 
einem angeschlossenen Flusssystem bekannt Es handelt sich dabei urn eine „Sand- 
wich w -Konstruktion, die im wesentlichen aus einer speziellen Halterung besteht, in die 
Mikroskopie-Deckgiaser eingelegt werden, welche durch Deckplatten fixiert werden. Die- 
ses System besteht somit aus mindestens funf verschiedenen Elementen die vor jedem 
Experiment zusammengefugt werden mQssen. Dadurch istz.B. ein steriles Arbeiten nur 
durch aufwendige Vorkehrungen gewahrieistet Auch mussen die verwendeten Deckgla- 
ser, die Halterung und die Deckplatten zwischen den Experimenten gereinigt werden. Der 
Durchfluss muss in dieser Kammer durch Schlauchverbindungen zu einem nicht auf der 
Kammer aufgebrachten Reservoir erzeugt werden. Dies beinhaltet das Risiko der Luft- 
biasenbildung im Flusssystem. 

Eine Oberflachenbehandlung oder Funktionalisierung zur spezifischen Immobilisierung 
von Molekulen oder Zellen der eingesetzten Deckglaser ist nicht vorgesehen. Auch mus- 
sen die eingesetzten Deckglaser durch Dichtungsringe abgedichtet werden. Dies kann 
erfahrungsgemaii oft zu Undichtigkeiten fOhren und dazu, dass in der Losung befindiiche 
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Molekule aufgrund eines Kontaktes mit dem Dichtungsring ihre funktionelle Struktur yer- 
andem oder an diesem absorbieren. Dies gilt auch fur die Halterung, in welcher die Ka- 
nale eingebracht sind. 

In der WO 97/38300 ist ein Mikrokanalsystem aus Acryl beschrieben, das der elektropho- 
retischen Auftrennung dient. Der Mikrokanal wird jedoch nicht zum Durchspulen von 
Flussigkeiten oder zur hochauflosenden Mikroskopie verwendet. Auch hat Acryi keine 
ausreichend guten optischen Eigenschaften, um hochwertige Mikroskopie durchzufuhren. 
Die InnenwSnde dieses Kanalsystemes werden auch nicht oberflachenbehandelt, mit 
dem Zweck dort spezifische Reaktionen analysieren zu konnen. Die Analyse der in die- 
ses Kanalsystem eingebrachten Makromolekule findet in einem eingebrachten Gel start. 
Auch werden in den Kanal eingebrachte Molekule nicht durch einen angelegten hydrody- 
namischen FlulJ, sondern durch Verwendung von elektrischen Feldem bewegt. 

Die meisten Techniken mit herkommlichen Probenkammern erlauben nur eine quantitati- 
ve und keine qualitative Analyse der Signale. Auch stellt sich der Losungsmittelaus- 
tausch, z.B. bei der Verwendung einer Glaskuvette zur Verdunnung, als sehr aufwendig 
dar. Der einfache Austausch von Flussigkeiten in einer Probenkammer ist jedoch not- 
wendig, um spezielle Reaktionen von MolekQIen in der Flussigkeit mit anderen MolekQ- 
len, Makromolekuien, Zelien, etc. nachzuweisen, oderum uberflussige Molekule, welche 
sich in der FlOssigkeit befinden, herauszuspulen. Zudem konnen uberschussige MolekQIe 
das Fluoreszenzsignal oder Spektrum des zu untersuchenden Molekuls oder Molekiil- 
komplexes abschwachen oder auslOschen. 

Beschreibung der Erfindung 

Es ist die Aufgabe der vorliegenden Erfindung, eine Flusskammer zu entwickeln, die ei- 
nen schnellen und einfachen Durchfluss und Austausch von FIQssigkeiten erlaubt, die 
zudem eine problemlose Durchfuhrung der genannten Untersuchungen und eine Immo- 
bilisierung von MolekQIen, MakromoiekCilen oder ganzen Zellen ermoglicht und durch die 
sich die fdr eine Untersuchung erforderliche Menge an Nachweismolekulen reduzieren 
lasst. Ferner soli eine Flusskammer bereitgestellt werden, die einfach herzustellen und zu 
bedienen ist. 
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Eine weitere Aufgabe der Erfindung ist es ein Verfahren bereit zu stellen, das die Durch- 
fuhrung der genannten Untersuchungsmethoden erleichtert und neue Untersuchungs- 
moglichkeiten eroffnet. 

Diese Aufgabe wird durch eine Flusskammer nach den kennzeichnenden Merkmalen des 
Anspruchs 1 und durch das Verfahren nach Anspruch 16 gelost. Vorteilhafte Ausgestal- 
tungen gehen aus den Unteranspruchen hervor. 

Demnach weist eine Flusskammer aus Kunststoff als ObjekttrSger fQr lichtmikroskopische 
Untersuchungen in einer Grundplatte wenigstens einen Kanal mit einer bevorzugten 
Breite von 0,01 - 20,0 mm und einer bevorzugten HOhe von 0,01 - 5 mm auf. Sowohl die 
EingangsOffnung als auch die Ausgangsoffnung des Kanals ist an ein auf der Oberflache 
angeordnetes Flussigkeitsreservoir angeschlossen. Durch die Verbindung der beiden 
Reservoire durch den Kanal kann ein kommunizierendes System entstehen bzw. entsteht 
ein kommunizierendes System. 

Vorzugsweise sind auf der einen Oberflache der Grundplatte die wenigstens zwei Flus- 
sigkeitsreservoire und an der gegenOberliegenden Oberflache der Grundplatte der we- 
nigstens eine Kanal angeordnet. Damit kann die Flusskammer in vorteilhafter Weise fur 
Verfahren der inversen Mikroskopie verwendet werden. Insbesondere wird das Mikroskop 
nicht durch die FIQssigkeitsreservoire behindert, da sich diese auf der anderen Seite der 
Grundplatte befinden. 

Vorteilhafterweise umfasst der wenigstens eine Kanal einen in der Grundplatte ausgebil- 
deten Graben. Durch ein Aufbringen einer Abdeckung auf der Grundplatte der Fluss- 
kammer kann der Graben geschlossen und somit ein geschlossener Kanal gebildet wer- 
den. Die Abdeckung kann beispielsweise in Form einer Folie ausgebildet sein. Das kom- 
munizierende System entsteht dann durch das Aufbringen der Abdeckung. Somit wird 
erfindungsgemalJ eine Flusskammer mit einer Abdeckung bereitgestellt. 

Bei dem erfindungsgemalSen Verfahren wird ein Probenfluss durch ein System kommuni- 
zierender Rohren erzeugt, indem ein Reservoir einer Losung mit der Probe Qber einen 
dunnen Kanal mit wenigstens einem weiteren Reservoir verbunden und der FQIIstand der 
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Reservoire zu Beginn der Untersuchung unterschiedlich ist. Vorzugsweise wird zur 
Durchfuhrung des Verfahrens ein Flusskammer verwendet, wie sie oben beschrieben ist. 

Eine zu untersuchende Probenflussigkeit wird zur Untersuchung in eines der Fiussig- 
keitsreservoire eingefGllt. Das andere Reservoir kann zunachst leer bleiben Oder mit einer 
passenden Losung zum Teil gefulit werden. Wesentlich ist jedoch, dass der FIGssigkeits- 
stand in den beiden Reservoiren unterschiedlich ist. In diesem Fall flieflt die Flussigkeit 
aufgrund von Gravitations- und Kapillarkraften durch den Kanal, ohne dass zusatzliche 
Hilfsmittel erforderlich sind. 

Mit der erfindungsgemalSen Flusskammer wird ein unkomplizierter und zugleich zuverlSs- 
siger Durchfluss einer zu untersuchenden Probe durch den Kanal sichergestellt. Untersu- 
chungen von Molekulen, etc. mit Hilfe dieser Flusskammer konnen daher schnell und 
effizient durchgefuhrt werden, da auch kein kompliziertes externes Kanalsystem ange- 
schlossen werden muss. Durch die unmittelbare NShe der Probenreservoire am Unter- 
suchungsort, d. h. dem Kanal, kann die erforderliche Probenmenge stark reduziert wer- 
den. Die vorgenannten Nachteile herkommlicher Probenkammern werden daher vermie- 
den. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung fur hochempfindliche Untersu- 
chungsmethoden besteht die Flusskammer aus einem optisch hochwertigen Kunststoff, 
d. h. der Kunststoff weist keine Doppelbrechung und/oder Autofluoreszenz auf. HierfQr 
kGnnen beispielsweise cyclische Olefine und Polycarbonat verwendet werden. Ferner 
weist der Boden und/oder die Decke des Kanals der Flusskammer, entsprechend den 
Erfordernissen der verwendeten Untersuchungsmethode bevorzugt eine Dicke auf, die 
geringer als 190 pm ist. Dadurch werden optimale Eigenschaften fur eine Vielzahl von 
Untersuchungsverfahren erreicht. 

Die Flussigkeits reservoire haben vorteilhaftenA/eise einen Durchmesser von 1-20 mm 
und eine HOhe von 3-30 mm. Ferner konnen sie trichterformig ausgebildet sein, wobei 
dieser Trichter in die Ein- bzw. AusgangsOffnung des Kanals mundet. Dadurch verbleiben 
keine Ruckstande der Probe in dem Flussigkeitsreservoir und die notwendige Proben- 
menge fur eine Untersuchung kann weiter reduziert werden. 
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GemaB einer vorteilhaften Weiterbildung umfassen die Flusskammer und/oder die Ab- 
deckung wenigstens einen Bereich mit einer vorherbestimmten Gasdurchlassigkeit. Diese 
Gasdurchlassigkeit kann insbesondere nur fur bestimmte Gase, wie C0 2l 0 2 und N 2 , 
ausgebildet sein. Dadurch kOnnen bevorzugte Begasungen beispielsweise von Zellen in 
dem Flusssystem durch unterschiedliche, die Kammer umgebende Gasatmospharen er- 
moglicht werden. Die lokale Gaspermeabilitat kann insbesondere nicht nur durch das 
Material sondern auch durch die Materialdicke eingestellt werden. Weiterhin konnen un- 
terschiedliche Bereiche eine unterschiedliche Gasdurchlassigkeit aufweisen, so dass nur 
bestimmte Bereiche der Kammer mit bestimmten Gasen versorgt werden. 

Vorzugsweise konnen mehrere Abdeckungen (z.B. Folien) ubereinander auf der Grund- 
platte angeordnet sein. Durch ein Entfernen oder Hinzufugen von Abdeckungen kann die 
Gaspermeabilitat verandert werden. Insbesondere konnen die Abdeckungen derart an- 
geordnet werden, dass sie sich leicht entfernen lassen. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform der erfindungsgemalien Flusskammer 
sind die Kanten des Kanals, mit welchen dieser an die Ein- und Ausgangsdffnungen 
grenzt, abgerundet Dadurch kommt es am AusfluB bzw. am Einfluli der ProbenflQssigkeit 
nicht zur Bildung eines Tropfens aufgrund von Oberflachenspannung und es wird ein un- 
gehindertes Weiterflieflen der FIQssigkeit sichergestellt. Die Oberflachen des Kanals kon- 
nen im Bereich des Aus- und Einfiusses, je nach den vorgegebenen Eigenschaften der 
verwendeten FIQssigkeit, auch eine hydrophile Oder hydrophobe Oberflache besitzen, urn 
Benetzungsphanomene fur den Flussigkeitstransport zu nutzen. 

GemaR einer vorteilhaften Weiterbildung weist wenistens ein Bereich der Flusskammer 
und/oder der Abdeckung eine Oberfiachenbeschichtung auf. Dadurch kann eine vorbe- 
stimmte Adhasion (z.B. besonders stark oder schwach) von Zellen erzielt werden. Ent- 
sprechende OberflSchenstrukturen konnen zwischen 10pm und einigen Zentimetern lie- 
gen. 

Fur bestimmte Untersuchungsmethoden, wie z. B. Wechselwirkungsuntersuchungen zwi- 
schen Molekulen ist es wQnschenswert, die Molekule, Makromolekule oder Zellen zu im- 
mobilisieren. Hierfur kann eine innere Oberflache des Kanals oberfiachenbehandelt oder 
funktionalisiert sein, z. B. durch Molekulgruppen, wie -COOH, -NH2, Ketone, Alkohole 
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Oder durch Makromolekule, wie DNA oder Proteine. Die auf dieser Oberflache immobili- 
sierten Probenkdnnen bei Reaktion miteinem in Ldsung befindlichen Stoff (z. B. Mole- 
kUI) eine charakteristische Anderung ihres Spektrums aufweisen oder ein charakteristi- 
sches Fluoreszenzsignal aussenden. Mit Hilfe der erfindungsgemalien Flusskammer ist 
es mSglich, die in Losung befindlichen Molekule herauszuspulen, so dass dieses Signal 
stOrungsarm quantitativ analysiert werden kann. 

Die Kammer, d.h. die Flussigkeitsreservoire und die Grundplatte, besteht in einer bevor- 
zugten Ausfiihrungsform aus einem Stuck. Es gibt somit keine Elemente, die vor der Be- 
nutzung gereinigt werden mussen, und sie kann mit geringem Aufwand steril gehalten 
werden. Sie muss auch vor der Benutzung nicht aufwendig zusammengefiigt werden. Ist 
die Flusskammer mit zur Oberflache offenen Kanalen (Graben), wie oben beschrieben, 
ausgebildet, muU dann lediglich noch eine Abdeckung aufgebracht werden. In dieser 
AusfQhrungsform ist sie normalerweise auch nur zur einmaligen Benutzung vorgesehen. 

Gemall einer vorteilhaften Weiterbildung ist die Flusskammer als SpritzguBteil ausgebil- 
det. Damit ergibt sich eine besonders einfache und kostengunstige Herstellungsweise. 

GemaS einer weiteren vorteilhaften Weiterbildung ist auf der Oberflache der Grundplatte, 
an der der wenigstens eine Kanal angeordnet ist, ein Rahmen angeordnet Der Rahmen 
kann insbesondere entlang des gesamten oder einesTeils des Umfangs der Grundplatte 
angeordnet sein. Damit wird eine prazise Anordnung der Abdeckung auf der Grundplatte 
ermdglicht. Die HOhe des Rahmens kann gleich der Dicke der Abdeckung sein. Gemafi 
einer vorteilhaften Alternative ist der Rahmen hoher als die Dicke der Abdeckung, wo- 
durch der Rahmen auch als Abstandhalter dient, was ein zerkratzen der Abdeckung ver- 
hindert. Vorzugsweise weist der Rahmen eine Hohe zwischen 1pm und 1mm und eine 
Breite von 1pm und 1mm auf. Ein weiterer Vorteil des Rahmens besteht darin, dass er 
die Flusskammer mechanisch stabilisiert und insbesondere eine Verformung der Kammer 
bei einem AbkOhlen in einer SpritzguUform verringert oder minimiert. 

GemaB einer vorteilhaften Alternative umfasst die Abdeckung einen Rahmen. Beispiels- 
weise ist eine Folie auf oder in einen Rahmen gespannt. Diese Abdeckung kann fest mit 
der Grundplatte der Flusskammer verbunden werden und diese stabilisieren. 
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GemaG einer vorteilhaften Weiterbildung ist wenigstens ein FIQssigkeitsreservoir derail 
ausgebildet, dass bei verschlossener Ein- und AusgangsOffnung des angeschlossenen 
Kanals eine Steckereinrichtung zum luftdichten Verschlieften in das FIQssigkeitsreservoir 
eingefuhrt werden kann. Unter einer Steckereinrichtung zum luftdichten Verschliefcen ist 
eine Steckereinrichtung zu verstehen, die, wenn sie mit dem FIQssigkeitsreservoir in Ein- 
griff gebracht ist, dieses luftdicht verschlie&en kann. Bei einem Einfuhren einer solchen 
Steckereinrichtung, beispielsweise einer gefullten Pipette, kann also die hierdurch ver- 
drangte Luft aus dem FIQssigkeitsreservoir nach au&en entweichen, selbst wenn der an- 
geschlossene Kanal beispielsweise mit Flussigkeit gefullt ist. Eine Moglichkeit bietet eine 
seitlich in dem FIQssigkeitsreservoir in geeigneter HOhe angeordnete Offnung zum Ent- 
luften. Gemali einer bevorzugten Alternative ist das FIQssigkeitsreservoir in sich zur Off- 
nung konisch erweiternder Form ausgebildet. Solche Flussigkeitsreservoire bieten den 
Vorteil r dass Steckereinrichtungen zum luftdichten Verschlie&en eingefuhrt werden kon- 
nen, ohne dass ein vorhandener Flussigkeitspegel verandert wird, solange sich die Stek- 
kereinrichtung oberhalb des Flussigkeitspegels befindet. Vorzugsweise wird der FIQssig- 
keitspegel und/oder die Form des FIQssigkeitsreservoirs so gewahlt, dass die Steckerein- 
richtung oberhalb des Flussigkeitspegels mit dem FIQssigkeitsreservoir in Eingriff ge- 
bracht wird, insbesondere also die Flussigkeit hochstens berQhrt aber nicht in die Flus- 
sigkeit eintaucht. 

Gemafi einer vorteilhaften Weiterbildung aller zuvor beschriebenen Flusskammem ist 
wenigstens eine Ein- oder Ausgangs&ffnung eines Kanals auf einer vorbestimmten Hohe 
eines FIQssigkeitsreservoirs angeordnet Dies hat einerseits den Vorteil, dass erst ab ei- 
nem bestimmten Flussigkeitsstand die Flussigkeit in den Kanal flieSen kann. Andererseits 
kann damit nach dem Prinzip der kommunizierenden R6hren ein vorbestimmter Flussig- 
keitsstand in anderen Flussigkeitsreservoiren eingestellt werden. 

Detaillierte Beschreibung der Erfindung 

Bevorzugte Ausfuhmngsformen einer Flusskammer gemali der vorliegenden Erfindung 
werden an Hand der Zeichnung naher erlSutert. In dieser stellen dar: 

Fig. 1: die perspektivische Ansicht einer Flusskammer nach der vorliegenden Erfindung, 
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Fig. 2: einen Langsschnitt durch eine erfindungsgemaBe Flusskammer, 

Fig. 3: einen vergroBerten Ausschnitt der Flusskammer aus Figur 2, 

Fig. 4: einen Langsschnitt durch eine weitere Ausfuhrungsform der Flusskammer, 

Fig. 5: eine perspektivische Ansicht der Ausfuhrungsform der Flusskammer aus Figur 4, 
und 

Fig.6: einen Langsschnitt durch eine weitere Ausfuhrungsform einer Flusskammer. 

In Figur 1 ist eine Ausfuhrungsform einer Flusskammer 1 mit einer Grundplatte 2 und 
zwei kreisformigen Flussigkeitsreservoiren 3 und 3* gezeigt. Die Flusskammer 1 besteht 
aus Kunststoff, wobei hierfur bevorzugt Polycarbonat oder cyclische Olefine verwendet 
werden. cyclische Olefine weisen eine geringe Autofluoreszenz sowie eine geringe Dop- 
pelbrechung auf und bieten somit optimale optische Eigenschaften. Die Grundplatte 2 hat 
die typischen AuBenmasse von ca. 26 x 76 mm. In dieser Form ist die Kammer auf einfa- 
che Weise auf einem Probentisch eines beliebigen Mikroskops zu befestigen. AuBerdem 
kann sie leicht sterilisiert und steril gehalten werden. 

Figur 2 stellt einen Schnitt in Langsrichtung durch Figur 1 dar. Innerhalb der Grundplatte 
2 verlauft ein Kanal 4 mit Ein- und Ausgangsoffnungen 6 und 6', die nach oben aus der 
Grundflache 2 weisen. Die Flussigkeitsreservoire 3 und 3' werden durch den Kanal 4 mit- 
einander verbunden. Die Reservoire weisen typischerweise einen AuBendurchmesser 
von 18 mm und eine Hohen von 18 mm auf. Der Durchmesser kann jedoch von 1-30 mm 
und die Hohe von 3-30 mm variieren. Bei einem unterschiedlichen Flussigkeitsstand in 
den beiden Reservoiren kann die FIQssigkeit aufgrund der Gravitation und der Kapillar- 
krafte durch den Kanal flieBen. 

Zur Bildung eines Kanals 4, der knapp unterhalb der unteren Oberflache der Platte ver- 
lauft, ist in die Grundplatte 2 eine Aussparung bzw. ein Graben eingebracht, die zwischen 
0,1 - 5 mm tief und 0,1 - 3 mm breit ist. Der Kanal konnte auch durch eine entsprechen- 
de Aussparung knapp unter der oberen Oberflache der Platte vorgesehen sein. Typi- 
scherweise wird die Grundplatte 2 als SpritzguSteil hergestellt; insbesondere werden 
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Grundplatte und Flussigkeitsreservoire als ein SpritzguBteil hergestellt. Gber der Ausspa- 
mng in der Grundplatte 2 ist eine Folie 5 angeordnet, die die Aussparung abdeckt und 
den Boden bzw. den Deckel des Kanals 4 bildet. Die Folie kann z.B. durch verkleben, 
heilipressen oder laminieren Qber der Grundplatte angebracht werden. AuSerdem kann 
die Folie 5 schon vor dem Aufbringen auf die Grundplatte physikalisch oder chemisch 
oberflSchenbehandelt werden, urn z. B. eine Immobilisierung der Probe zu ermOglichen, 
wie vorher beschrieben wurde. 

Urn die Flusskammer 1 der hochauflosenden Mikroskopie zugSnglich zu machen, ist die 
Folie 5 in einem fur die Untersuchungen wesentlichen Bereich diinner als 0,2 mm, typi- 
scherweise zwischen 0,1 und 0,2 mm. Die Folie 5 ist aus einem hochtransparenten 
Kunststoff. Urn einen Kondensor eines Mikroskopes einsetzen zu konnen, sind die hierfur 
wesentlichen Bereiche der Flusskammer 1 nicht hoher als 10 mm. Die Grundplatte 2 
kann dann ebenfalls aus hochtransparenten Kunststoffen sein. 

In Figur 3 ist die Anordnung des Flussigkeitsreservoirs 3 uber einer Ein- bzw. Aus- 
gangsfiffnung 6, 6' gezeigt. Die Kante am Obergang des Kanals 4 in die Eingangsoffnung 
6 weist eine Abrundung 7 in Form eines Meniskus auf. In einem Kanalbereich vor der 
Offnung 6, kann die Oberflache des Kanals hydrophil oder hydrophob ausgebildet sein. 
Dies kann wiederum z. B. durch eine OberflSchenbehandlung der Folie 5 oder der Aus- 
sparung in der Grundplatte 2 vor dem Aufbringen der Folie erfolgen. Durch die Abrun- 
dung 7 oder die eben geschilderte Oberfiachenbeschaffenheit konnen Oberfiachenspan- 
nungen und Tropfenbildung, die den Flussigkeitsstrom behindem, vermieden werden. 

Die Ausfuhrungsform der Flusskammer 1 in Figur 4 weist FIQssigkeitsreservoire 3 und 3' 
auf, die trichterformig in die Ein- und Ausgangsoffnungen 6 und 6' munden. In Figur 5 
sind drei nebeneinander verlaufende Kanale 4a, 4b und 4c mit den entsprechenden FIQs- 
sigkeitsreservoiren 3a, 3a\ 3b, 3b', 3c und 3c c gezeigt. Als eine Weiterentwicklung kann 
die Anzahl der Kanale zwischen 12 und 96 Stuck betragen. Die AuISenmasse der Grund- 
platte betragen dann typischerweise 126 X 85 mm. 

In Fig. 6 ist eine Ausfuhrungsform einer Flusskammer 1 mit einem sich konisch erwei- 
temden Flussigkeitsreservoir 3 gezeigt. Das Flussigkeitsreservoir 3 ist bis zu einem vor- 
herbestimmten Pegel 8 mit Flussigkeit gefullt, wobei sich der Pegel nach dem Prinzip der 
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kommunizierenden Rohren aus der HOhe der Ausgangsoffnung 6 1 des Reservoirs 3 1 er- 
gibt In das Reservoir 3 kann eine Steckereinrichtung 9 eingefuhrt werden, deren Form 
an die Form des Flussigkeitsreservoirs 3 angepasst ist. Die Steckereinrichtung 9 ist mit 
einem mit FIQssigkeit gefullten Schlauch 10 verbunden. Sobald die Steckereinrichtung 9 
mit dem Flussigkeitsreservoir 3 in Eingriff gebracht ist, verschlieRt sie das Reservoir luft- 
dicht. Die Steckereinrichtung 9 wird dann flachig an der Innenseite des Reservoirs 3 an- 
liegen, so dass sich zwischen der Innenseite des Reservoirs 3 und der zur Innenseite des 
Reservoirs gerichteten Seite der Steckereinrichtung 9 keine FIQssigkeit befinden wird. 
Damit kann das Reservoir 3 und der Kanal 4 fCir einen Flussigkeitswechsel vollstandig 
durchgespult werden, ohne dass Flussigkeitsreste in dem Reservoir 3 verbleiben. Der 
Flussigkeitspegel 8 ist so gewahlt, dass die in Eingriff gebrachte Steckereinrichtung 9 
direkt oberhalb der Flussigkeitsoberfiache angeordnet sein wird. Zwischen FIQssigkeit 
und Steckereinrichtung befindet sich dann keine Luftblase mehr. Die Anschragung der 
Ausgangsoffnung 6 ( erlaubt ein optimales AbfliefJen in das Reservoir 3*. 

Die gezeigten Ausfuhrungsformen sind beispielhaft und es ist offensichtlich, dass eine 
Vielzahl weiterer Ausgestaltungen einer Flusskammer im Sinne der vorliegenden Erfin- 
dung moglich sind, wie z.B. die Kreuzung von zwei Kanalen oder das Zusammenlaufen 
von zwei Kanalen in einem Einzigen. 
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Bezuaszeichen 

1 Flusskammer 

2 Grundplatte 

3 Flussigkeitsreservoir 
3' Flussigkeitsreservoir 
3a Flussigkeitsreservoir 
3a' Flussigkeitsreservoir 
3b Flussigkeitsreservoir 
3b' Flussigkeitsreservoir 
3c Flussigkeitsreservoir 
3c' Flussigkeitsreservoir 

4 Kanal 
,4a Kanal 
4b Kanal 
4c Kanal 

5 Folie 

6 EingangsOffnung 
6' Ausgangsoffnung 

7 Abrundung 

8 Flussigkeitspegel 

9 Steckereinrichtung 

10 Schlauch 
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Patentanspruche 

1 . Flusskammer aus Kunststoff als ProbentrSger fur licht-mikroskopische Untersu- 
chungen, dadurch gekennzeichnet, dass sie in einer Grundplatte (2) einen Oder 
mehrere KanSle (4) airfweist, wobei eine Ein- und Ausgangsoffnung (6, 6') eines 
Kanals jeweils an ein Fussigkeitsreservoir (3, 3') angeschlossen ist und die Reser- 
voire mit dem einen oder den mehreren Kanalen ein kommunizierendes System 
darstellen. 

2. Flusskammer nach Anspruch 1 , wobei die Flussigkeitsreservoire (3, 3') auf einer 
Oberfiache der Grundplatte (2) und der wenigstens eine Kanal (4) an der gegen- 
uberliegenden Oberfiache angeordnet sind. 

3. Flusskammer nach Anspruch 1 oder 2, wobei der wenigstens eine Kanal (4) einen 
in der Grundplatte (2) ausgebildeten Graben umfasst. 

4. Flusskammer nach einem der vorangegangenen Anspruche, wobei die Fluss- 
kammer als ein Stuck ausgebildet ist. 

5. Flusskammer nach Anspruch 4, wobei die Flusskammer als SpritzguSteil ausge- 
bildet ist. 

6. Flusskammer nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeich- 
net, dass ein Kanal (4) eine Breite von 0,01 - 20,0 mm und eine Hohe von 0,01 - 5 
mm aufweist 

7. Flusskammer nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeich- 
net, dass die Fussigkeitsreservoire (3, 3') direkt an die Ein- und Ausgangsoffnung 
(6, 6') eines Kanals anschliefien. 

8. Flusskammer nach einem der vorhergehenden AnsprQche , dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Grundplatte (2) aus nicht doppelbrechendem und autofluores- 
zierendem Kunststoff besteht. 
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9. Flusskammer nach einem der vorhergehenden AnsprOche, dadurch gekennzeich- 
net, dass die Grundpiatte (2) aus cyclischen Olefinen oder Polycarbonat besteht. 

10. Flusskammer nach einem der vorhergehenden AnsprOche, dadurch gekennzeich- 
net, dass der Boden und/oder die Decke eines Kanals (4) eine Dicke von weniger 
als 0,2 mm aufweist und aus optisch hochwertigem Kunststoff besteht. 

1 1 . Flusskammer nach einem der vorhergehenden AnsprOche, dadurch gekennzeich- 
net, dass ein FlOssigkeitsreservoir (3, 3') einen Durchmesser von 1 -20 mm und 
eine H6he von 3 - 30 mm aufweist. 

12. Flusskammer nach einem der vorhergehenden AnsprOche, dadurch gekennzeich- 
net, dass ein FlOssigkeitsreservoir (3, 3') trichterformig in die Eingangsoffnung (6) 
und/oder Ausgangsoffnung (6 1 ) eines Kanals (4) mundet 

13. Flusskammer nach einem der vorhergehenden AnsprOche, dadurch gekennzeich- 
net, dass ein Kanal (4) an wenigstens einer der Kanten zur Ein- und/oder Aus- 
gangsoffnung (6, 6') eine Abrundung (7) aufweist. 

14. Flusskammer nach einem der vorhergehenden AnsprOche, dadurch gekennzeich- 
net, dass Bereiche der Kanalwande vor der Ein- und/oder Ausgangsoffnung eine 
hydrophobe oder hydrophile OberflSche aufweisen. 

1 5. Flusskammer nach einem der vorhergehenden AnsprOche, dadurch gekennzeich- 
net, dass wenigstens eine innere Oberfiache eines Kanals chemisch und/oder 
physikalisch oberflachenbehandelt und/oder durch reaktive Gruppen und/oder 
durch Makromolekule funktionalisiert ist. 

16. Flusskammer nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dass die reaktiven 
Gruppen aus -COOH, -NH2, Ketonen, Alkoholen bestehen. 

17. Flusskammer nach einem der vorhergehenden AnsprOche, wobei die Flusskam- 
mer wenigstens einen Bereich mit einer vorherbestimmten Gasdurchlassigkeit 
aufweist. 
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1 8. Flusskammer nach einem der vorhergehenden AnsprOche, dadurch gekennzeich- 
net, dass wenigstens zwei KanSle (4) in der Grundplatte (2) gekreuzt sind. 

19. Flusskammer nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dass wenigstens zwei 
Kanale (4) in der Grundplatte (2) in einem Winkel von 90° gekreuzt sind. 

20. Flusskammer nach einem der vorhergehenden AnsprOche dadurch gekennzeich- 
net, dass wenigstens zwei Kanale (4) zu einem Kanal zusammengefuhrt sind. 

21 . Flusskammer nach einem der vorangegangenen AnsprOche, wobei wenigstens 
ein Flussigkeitsreservoir (3, 3') derart ausgebildet ist, dass bei verschlossener Ein- 
und/oder Ausgangs6ffnung (6, 6') des angeschlossenen Kanals (4) eine Stek- 
kereinrichtung zum luftdichten VerschlieRen in das FlOssigkeitsreservoir eingefOhrt 
werden kann. 

22. Flusskammer nach einem der vorhergehenden AnsprOche, wobei wenigstens eine 
Ein- und/oder Ausgangsoffnung (6, 6') eines Kanals (4) auf einer vorherbestimm- 
ten Hohe eines FlOssigkeitsreservoirs (3, 3') angeordnet ist. 

23. Verfahren zur Probenpraparation fur lichtmikroskopische Untersuchungen, insbe- 
sondere unter Verwendung einer Flusskammer nach einem der AnsprOche 1 bis 
22, dadurch gekennzeichnet, dass ein Probenfluss durch ein System kommunizie- 
render Rohren erzeugt wird, indem ein Reservoir einer Losung mit der Probe Ober 
einen dunnen Kanal mit wenigstens einem weiteren Reservoir verbunden und der 
FOIIstand der Reservoire zu Beginn der Untersuchung unterschiedlich ist. 
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Figur 1 




ERSATZBLATT (REGEL 26) 



WO 03/029788 



2/4 



PCT/EP02/10770 




ERSATZBLATT (REGEL 26) 



WO 03/029788 



3/4 



PCT/EP02/10770 



Figur4 
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